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北部，アメリカ大陸西部の乾燥地帯に約 50 種類自生する分類群で 1)，中国に
は Ephedra sinica Stapf，E. intermedia Schrenk et C.A.Meyer, E. equisetina Bunge 
など 14 種が自生している 2)．Ephedra 属植物は外部形態的な分類形質が少な
く，種分類が困難な一群であるため，種の位置づけが常に議論されている．例
えば，中国に自生する E. sinica と ヨーロッパからアジアにかけて広く分布す
る E. distachya L. は分類学的に意見が分かれていたが，Ni らによる分子生物
学的研究により，これらは別種にするべきであると報告された 3)．また，E. 
sinica と E. dahurica Turcz. との関係は Kakiuchi らによって同じ分類群であ
ることが報告された 4)．一方で，E. equisetina とユーラシア大陸西部に分布す
る E. major Host ssp. procera (C.A.Mey.) Bornm. においても形態学的特徴が類
似しているため，分類群の区別は不確かで混乱している 5)．中国植物誌の E. 
equisetina の項目には「本种的木质茎较高大，在外形上与树状麻黄 E. procera 
Fisch. et Mey. 及南欧麻黄 E. nebrodensis Tineo 极为相似，在分类工作中因之也
常有合并，分开及误定的情况．」との記載があり 6)，E. major ssp. procera（=E. 
procera）は E. equisetina のシノニムとして判断される場合がある．すなわち E. 




は，第十六改正日本薬局方（JP16）に，Ephedra sinica Stapf, E. intermedia Schrenk 










いる．平成 22 年度の原料生薬使用量等調査報告書では，麻黄の使用量は 





薬の需要が高まり，漢方製剤の生産金額は，平成 20 年から平成 24 年までの 

























JP16 によって規定される生薬麻黄には，E. sinica，E. intermedia，E. equisetina 
の 3 種以外の植物の使用が認められない．しかし冒頭に記載のとおり，種の
位置づけが困難な Ephedra 属植物において，E. equisetina と E. major ssp. 
procera のように区別が確定していない種類がある．仮に両種が種として区別




あることが推察される．すなわち，E. major ssp. procera は E. equisetina の種




	 本論文第一章では．Ephedra 属植物の ITS1 領域，trn K 遺伝子の DNA 配
列を解析する事によって E. equisetina と E. major ssp. procera の種分類を明ら












関連する Ephedra 属植物の外部形態的特徴を Table 1 に示した． 
植物検体は 2002 年〜2012 年にかけて中国及びモンゴルにて採集した E. 
equisetina 57 検体，2012 年にトルコにて採集した E. major ssp. procera 23 検
体，フランスにて採集した E. major ssp. procera 1 検体である．中国，モンゴ
ル及びトルコ産の植物検体の採集及び同定は金沢大学御影雅幸名誉教授，フラ
ンス産の植物検体の採集及び同定はパリ博物館の Dr. Nathalie Allain によっ

























ル，ロシア，タジキスタン，トルクメニスタン，ウズベキスタンの 800-3000 m 
の乾燥した岩場に自生している 2)，高さ約 150 cm の小潅木である 2)．地上茎
は多数分枝し 16)，細く（1 mm 未満）2)，表面は滑らか 16)で灰緑色 2)．毬果は
赤色の漿質で単生し，腋生．短い果柄があり，苞片は 3 対 2)．珠孔管は 2 mm，
直線的，または僅かに湾曲する 2)．また，含有成分に関しては，アルカロイド
含量が高く，アルカロイドの組成はエフェドリンが最も多いと報告されている
17)．一般的な Ephedra 属植物の特徴として毬果に 2 つの種子をつくるが，E. 
equisetina は 1 つの種子しか作らない 2)．また，これまでに核 DNA や，葉緑
体 DNA を用いた遺伝子の解析が行われており，DNA Data Bank of Japan
（DDBJ）にはいくつかのジェノタイプが登録されている． 


























E. major にはいくつかの亜種が報告されている．基準亜種である E. major ssp. 
major の分布域は局所的で，主に地中海の西側に分布している 5)．地上茎が直
立し，太く（2-3 mm），表面が粗糙で灰緑色−黄緑色である 5)．葉は若い部分に
残り，毬果は無柄−半無柄で，2-5 節につく 5)．苞片は 3 対で，まれに 4 対
である 5)．一方，E. major ssp. procera の分布域は広く，ヨーロッパ西部や，地
中海の西側から中央アジアにかけて分布している 5)．地上茎は枝分かれが多く，
細く（約 1 mm），表面が滑らかであり緑色 5)．葉は接合し，古くなると裂けて，
背面が黒—茶色になる 5)．毬果は赤色の漿質で単生し，腋生．短い果柄がある
が（1 cm 以下），無柄のものもある 5)．苞片は 3 対 5)，種子を 1 個包蔵 19)．
また，含有成分に関しては，アルカロイド含量が高く，2.5%以上のアルカロイ

















自治区，陝西省，山西省），モンゴルの 700-1600 m の砂状の平地，または山
の傾斜地に自生している高さ 40 cm の小潅木である 2)．地上部の木化は少な
く，草質茎の分枝は少ない 2)．直径約 2 mm2)，表面は粗糙で帯白藁緑色 16)．
節間は 2.5-5.5 cm2)．毬果は赤色の漿質で単生し，頂生または最長部節に腋生，
苞片は 4 対 2)．種子を２個包蔵 2)．珠孔管は 1-2 mm，直線的，または僅かに
湾曲する 2)． 
















スタン，トルクメニスタン，ウズベキスタンの 800-4600 m の草原，砂漠，川，
谷，冠水地帯，砂浜，崖，など乾燥した砂または岩場に自生している高さ 100 
cm の小潅木である 2)．地上部の分枝が多く，まれに根茎を伸ばし成長する 2)．
地上茎は緑色または，黄緑色や青緑色 2)．節間は 2-6 cm，直径約 1.5-3.5 mm2)．
3 枚の葉を輪生，または対生する 2)．毬果は赤色の漿質で 2-3 個の対生また
は輪生，無柄または短い果柄がある 2)．苞片は 2-5 対．種子を２個包蔵 2)．珠
孔管は長く（2-5 mm），螺旋状に巻いている 2)．  













































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































▼：E. equisetina の採集地 
▼：E. major ssp. procera の採集地 genotype M-1（後述） 
▼：E. major ssp. procera の採集地 genotype M-2（後述） 
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Table 2.	 Specimens used in this study 
種 採集地 採集日 標本番号 
E. equisetina 





















Kumul, Xinjiang, China 2006.6.27 
06C3024 
06C3025 
Qinggil, Xinjiang, China 2006.6.30 06C3046 








Jeminay, Xinjiang, China 2006.7.1 
06C3062 
06C3063 




Table 2.	 Continued 
種 採集地 採集日 標本番号 
E. equisetina 
Xinyuan, Xinjiang, China 2006.7.5 
06C3094 
06C3095 
Fukang, Xinjiang, China 2006.7.14 06C3138 
Zhangjiakou, Hebei, China 2002.6.8 02136 









Xining, Qinghai, China 2002.8.1 02314 
Shandan, Gansu, China 2002.8.11 02356 
Gulang, Gansu, China 2002.8.12 02359 
Bayan Nur, Inner Mongolia, China 2009.8.15 
90815102 
90815103 











Bayanhongor District, Mongolia 2005.7.31 
20531022 
20531023 
Dundgovi District, Mongolia 2005.8.4 20531051 
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Table 2.	 Continued 
種 採集地 採集日 標本番号 
E. major ssp. procera 

























Ankara, Turkey 2012.7.1 
U70101 
U70102 
Provence, France 2012.9.3 U20120929-1* 
The specimens were collected and identified by Prof. M. Mikage and Dr. Nathalie 
Allain. 
*: Dr. Nathalie Allain 












Kakiuchi ら 4)は，核 ITS 領域および葉緑体 trn L/F 領域を用いて，Kitani ら
26)は核 18S rRNA 遺伝子領域および ITS1 領域，葉緑体 trn K 遺伝子を用いて 
Ephedra 属植物の系統解析や遺伝子多型の解析を報告している．これまでの報
告では，DNA 解析により E. equisetina と E. sinica, E. intermedia についての
種分類が明らかとなっている 27)．E. equisetina に関する課題は E. equisetina の
多様性と，E. equisetina と形態が類似する E. major ssp. procera との関係であ
る．これについても，核 ITS 領域と trn K 遺伝子を解析する事によって解決
できると考えられた． 




である．trn K 遺伝子は mat K と呼ばれる ORF を含む約 2500 bp のイント
ロン領域で，Ephedra 属以外にも，Atractylodes 属, Panax 属, Rheum 属などの
系統解析に用いられている 28), 29), 30)． 
 
	 本章では，形態学的特徴が類似している為，種分類が不確かとなっている E. 
equisetina と E. major ssp. procera の ITS1 領域，trn K 遺伝子の DNA 配列
を調査する事によって，E. equisetina と E. major ssp. procera の関係性を検討





植物試料約 50 ~ 100 mg から 全 DNA を抽出し，PCR (polymerase chain 






	 筆者は 2002 年から 2012 年の間に中国およびモンゴルで採集された E. 
equisetina 57 検体及び 2012 年にトルコおよびフランスで採集された E. major 
ssp. procera 24 検体の ITS1 領域を解析した．E. equisetina の ITS1 領域の全
長は 1120 bp または 1121 bp，E. major ssp. procera の ITS1 領域の全長は 1121 
bp であった．それらを比較した概略を Fig. 2 に示す．また，ITS1 領域の塩
基配列をもとに，UPGMA によって構築された分子系統樹を Fig. 3 に示す．
分子系統樹では，DDBJ に登録されている E. equisetina（AY394073）と，著
者らが解析した E. equisetina が同一のグループに配置された．また，トルコ
産の E. major ssp. procera と，フランス産の E. major ssp. procera も同一のグ
ループに配置された．しかし，E. major ssp. major と E. equisetina および E. 
major ssp. procera は異なるクラスターを形成した． 
	 E. equisetina の ITS1 領域の塩基配列を解析すると，複数の配列が重複した
ものが 2 タイプ確認された（Fig. 4, Fig. 5）．Fig. 4 は，塩基配列番号 770 番
目の塩基から重複が始まる検体（06c3094, 20531051）である．この配列の main 
peak と 2nd peak をそれぞれ比較すると，main peak は E. intermedia や E. 
sinica と相同性が高く，2nd peak は E. equisetina と相同性が高かった．Fig. 5 
は塩基配列番号 808 番目の塩基から重複が開始する検体である．これらの検
体は，塩基配列番号 807 番目までは DDBJ に登録されている E. equisetina 
の配列（GU968572）及び今回検討した E. major ssp. procera 24 検体全てと一
致したが，808 番目以降の配列は 2 種類の配列の重複を認めた．Fig. 5-A の 
main peak は E. equisetina の配列（AY394073）と相同性が高く，2nd peak は
 16 
E. equisetina の配列（GU968572）と相同性が高かった（subtype A）．一方，Fig. 
5-B の main peak は subtype A の 2nd peak と一致し，2nd peak は subtype A 
の main peak と一致した（subtype B）．Subtype A の main peak と 2nd peak を
比較すると，塩基配列番号 808 番目にシトシンが欠損しているためにこのよ
うな重複した配列となっていることが明白である．今回解析した 57 検体の中
で 06c3094, 20531051 を除く 55 検体全てが subtype A あるいは subtype B タ
イプに分類された． 
	 E. major ssp. procera の ITS1 領域の一部の配列を Fig. 6 に示した．E. major 
ssp. procera の ITS1 領域の塩基配列は DDBJ に登録されている E. major ssp. 
procera の配列（GU968555）と 1 塩基異なっていたが，ほぼ一致した．また，
今回解析した E. equisetina の subtype A の main peak（subtype B の 2nd peak）
とも一致した．一方， 基準亜種である E. major ssp. major の配列（GU968557）
とは 71 または 73 塩基が異なっていた（Table 3）． 
	 以上，E. major ssp. procera と E. equisetina の塩基配列の違いは，シトシン
の欠損に由来する 1 塩基のみであった． 
 
	 今回明らかにした E. major ssp. procera の配列は，以下の番号で DDBJ に登
録された． 



































































































































































































































































































































































































































































































































































Fig. 3	 The phylogenetic trees using the UPGMA method for Ephedra plants 













The trees were outgroup-rooted using the sequence data of Gnetum leptostachyum. 
Branch lengths were calculated by Kimura’s two-parameter method. Bootstrap (1000 
replications) analysis was performed to estimate the confidence of topology of the 
consensus tree. 





AY445622 Gnetum leptostachyum THA
GU968557 E. major ssp. major DZA
AY394071 E. sinica CHN
AY394070 E. intermedia CHN
GU968572 E. equisetina TKM
LC010497 E. major ssp. procera TUR
LC010498 E. major ssp. procera FRA
AY394073 E. equisetina CHN
Subtype A 2nd peaks E. equisetina
Subtype A main peaks E. equisetina
Subtype B 2nd peaks E. equisetina



































Fig.4	  Example of direct sequencing Electropherogram of E. equisetina from China and Mongolia. 
Fig.5-A	  Example of direct sequencing Electropherogram of E. equisetina from China and Mongolia. 
Fig.5-B	  Example of direct sequencing Electropherogram of E. equisetina from China and Mongolia. 




































































































































Main peaks T G G T G C G C G A C G G G G G C G G A T C T T A C 
2nd peaks G G T G C G C G A T G G G G G C G G A T C T C A C C 
06c3094, 


























































































Main peaks C T T C C G C C C C G T C C C G T C G C G G C G G A C 
2nd peaks C C T T C C G C C C C G T C C C G T C G C G G C G G A 




























































































Main peaks C C T T C C G C C C C G T C C C G T C G C G G C G G A 
2nd peaks C T T C C G C C C C G T C C C G T C G C G G C G G A C 

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































２．trn K 遺伝子の解析結果 
	 trn K 遺伝子を解析し E. equisetina と E. major ssp. procera を比較した．E. 
equisetina の本領域の全長は 2307 bp であり，E. major ssp. procera の全長は
2307 又は 2316 bp であった（Table 4）． E. equisetina の配列は DDBJ に登録
されている E. equisetina の配列（AB453795）と 2 塩基異なっていた．また，
E. major ssp. procera には 2 つのジェノタイプ（M-1，M-2）が認められた．
M-1 と M-2 を比較すると，1-2 塩基の置換と塩基配列番号 186 番目から 194 
番目に 9 塩基の挿入欠損が認められた．M-1 は Ankara で採集した 2 検体，
Kirikkale で採集した 3 検体，M-2 は Karadiken（1 specimen）, Kaiseri（6 
specimens）, Cappadocia（10 specimens），フランス（1 specimen）で採集された
全ての検体と，U62902, U62903, U62904 を除く Kirikkale で採集された検体（3 
specimens）であった．E. equisetina と E. major ssp. procera を比較すると，M-1 
との間に 10 塩基の置換が認められ，M-2 とは 11-12 塩基の置換に加え 9 塩
基の挿入欠損が認められた． 
 
	 今回明らかにした E. equisetina 及び E. major ssp. procera の配列は，以下の
番号で DDBJ に登録された． 































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































１．E. equisetina の多様性に関して 





重複が始まる検体は，E. intermedia 又は E. sinica との雑種と推測される検体
であり，中国新疆ウイグル自治区で 1 検体，モンゴルで 1 検体認められた．
新疆ウイグル自治区には E. sinica が自生していないため 31)，新疆ウイグル自
治区の 1 検体は E. intermedia との雑種である可能性が高いと考えられる． 
 
	 trn K 遺伝子の DNA 配列は，全ての検体で一致した．trn K は葉緑体遺伝
子であることから，ITS1 領域の解析で雑種と推定された検体の母系は，E. 
equisetina である事が明らかになった．また，DDBJ に登録されているモンゴ
ル産 E. equisetina（AB453795）と比較すると 2 塩基の変異が認められた． 
 
２．E. equisetina と E. major ssp. procera に関して 
	 ITS1 領域の E. major ssp. procera と E. equisetina の DNA 配列を比較する
と，E. equisetina の異なる塩基が重複した配列（main peak, 2nd peak）のうち，
どちらか一方の 808 番目のシトシンが欠損している事によって両種は区別が
可能であった．しかし，両種の違いはこの 1 塩基のみであった．一方，E. major
の基準亜種 E. major ssp. major (GU968557 アルジェリア産) と E. major ssp. 
procera を比較すると 71 または 73 塩基異なっていた． 
	 UPGMA 系統樹では，E. major ssp. procera は著者らが解析した E. equisetina 
と DDBJ に登録されている E. equisetina（GU968572）の間に配置された．ま
た，E. major ssp. major は，これらとは異なるクラスターを形成していた．す
なわち，E. major ssp. procera は E. equisetina の多様性の範囲に含まれており，
E. major ssp. major とは遠縁の関係である事が明らかになった． 
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 以上，ITS1 領域を系統学的解析した結果，E. major ssp. procera は基準亜種
の E. major ssp. major よりも E. equisetina と近縁関係にあることが明らかにな
った． 
 
	 trn K 遺伝子の解析結果では E. major ssp. procera の種内に 10-11 塩基異
なるジェノタイプ M-1，M-2 が認められた．M-1 は Kirikkale, Ankara 産の検
体であり，M-2 は Karadiken, Kaiseri, Kirikkale, Cappadocia 産の検体であった．
また，フランス産の E. major ssp. procera は M-2 に分類された．葉緑体 DNA 
は母性遺伝するため，E. major ssp. procera には少なくとも 2 系統の異なる母
系が存在すると考えられる．また，葉緑体 DNA は過去に起こった種子散布
を意味しており 32)，フランス産 E. major ssp. procera が M-2 に分類された事
から，地理的要因を考慮すると M-2 は地中海を中心とした種子散布によるク
ラスターである可能性が考えられる．形態的に E. major ssp. procera と同定さ
れる分類群には，ITS1 領域の DNA 配列は一致するが，trn K 遺伝子が大き
く異る，すなわち，母系が異なる 2 系統が存在することが明らかになった． 
	 同一種内の異なる母系の存在は過去にも報告されている．Kitani らは，中国
産 E. intermedia の DNA 配列を解析した結果，18S rRNA 遺伝子は一致する
が，trn K 遺伝子の配列に 38 塩基の挿入欠損を認めたと報告している 26)．ま
た，E. equisetina にも母系由来である葉緑体 chlB 遺伝子に多型（Type E1, E2）
が存在することが報告されている 33)．このように同一種内でも母系の DNA 
配列が異なっている例は多くある． 
	 E. major ssp. procera のジェノタイプ M-1, M-2 と E. equisetina を比較する
と，M-1 とは 10 塩基， M-2 とは 20-21 塩基の違いが認められた． 
	 以上，ITS1 領域，trn K 遺伝子の DNA 配列を解析した結果と，形態的な
相似性と合わせると，E. equisetina と E. major ssp. procera のジェノタイプ 









いる．例えば，Masada-Atsumi ら 34)は，Amplification Refractory Mutation System
（ARMS）法を用いた trn L/F 領域における升麻（CIMICIFUGAE RHIZOMA）
の鑑別法を報告しており，Kitaoka ら 35)は，Restriction Fragment Length 
Polymorphisms（RFLP）法を用いた ITS 領域における木通（AKEBIAE CAULIS）
の鑑別法を報告している．また，Murata ら 36)は，Random Amplified Polymorphic 
DNA（RAPD）法を用いた当帰（ANGELICAE RADIX）の鑑別法を報告してい
る．これまで JP16 収載種である E. equisetina は，JP16 収載種ではない E. 
monosperma や E. gerardiana などと ITS 領域の塩基配列の相同性が高いため
区別が困難とされており問題となっていた 37)．しかし，今回明らかにした E. 
equisetina の配列は，シトシンの挿入欠損に由来した重複を含む配列であるた
め，Direct sequence 法によって E. monosperma や E. gerardiana と明らかに区
別可能であった．また，E. major ssp. procera も同様に E. monosperma や E. 
gerardiana と区別が困難であったが，trn K 遺伝子の配列を利用する事で区別
可能であった．以上，本研究で検討した ITS1 領域の DNA 配列は E. 







第二章	 E. equisetina 及び E. major ssp. procera のアルカロイド分析 
 
緒言 
	 第一章において E. equisetina と E. major ssp. procera は種として区別し得
ない事を明らかにした．このことは，分類学的に E. major ssp. procera の地上
茎に由来する生薬を麻黄として使用しても問題ない事を示しているが，含有成





用される生薬である．JP16 には Ephedra sinica Stapf, E. intermedia Schrenk et 
C.A. Meyer, E. equisetina Bunge の 3 種が収載され，総アルカロイド（エフェ
ドリン及びプソイドエフェドリン）0.7%以上を含むと規定されている 7)．また，




なければならない．JP16 に収載されている 3 種の中では，E. equisetina, E. 
intermedia, E. sinica の順に総アルカロイド含量が高いとされている 18), 39)．また，
麻黄はエフェドリンおよびプソイドエフェドリン以外にノルエフェドリン，ノ
ルプソイドエフェドリン，メチルエフェドリンなどのアルカロイドを含有して
いる（Fig. 7）．Hong らは 5 種類のエフェドリン系アルカロイドに対するエフ


































































































































Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) によって生成された trans-Cinnamic acid を
前駆体として生合成されると提案されている（Fig. 8）40)．また，前駆体であ





本論文第二章で使用した E. equisetina 及び E. major ssp. procera (U20120929-1 
を除く) を用いて，エフェドリン系アルカロイドの組成に関する種，産地ごと
の特徴を精査するとともに，定量を行う事によって，E. major ssp. procera が，
















	 中国及びモンゴルの 6 地点で採集された 57 検体の E. equisetina のエフ
ェドリン系アルカロイドの分析結果を Fig. 9, Fig. 11 に示す．E. equisetina の
総アルカロイド含量（E+PE）は 1.72%であり，JP16 によって定められている
麻黄の総アルカロイド含量の規定値（0.7%）の 2 倍以上に相当した．また，6 
地点で採集された全ての検体において JP16 の規定を満たした（Fig. 11）．最
も総アルカロイド含量が高かったのは，青海省産で 2.64%であった．次に，エ
フェドリン系アルカロイド５種類の組成を Fig. 13 に示す．E 及び PE に着
目すると，新疆ウイグル自治区産の E. equisetina では，E : 64%，PE : 20%，
河北省産では，E : 64%，PE : 22%，青海省産では，E : 13%，PE : 80%，甘粛省
産では，E : 12%，PE : 73%，内蒙古自治区産では，E : 7%，PE : 84%，モンゴ
ル産では，E : 9%，PE : 82%であった． 
	 トルコの 5 地域で採集した 23 検体の E. major ssp. procera のアルカロイ
ドの分析結果を Fig. 10, Fig. 12 に示す．E. major ssp. procera の総アルカロイ
ド含量（E+PE）は 0.70%であった．これは JP16 の規定値を満たしている．
最もアルカロイド含量が高かったのは，Ankara 産で，1.17 %であった．次に
アルカロイド組成比を Fig. 14 に示す．E 及び PE に着目すると，Karadiken 
産の検体では，E : 0%，PE : 93%，Kaiseri 産では，E : 25%，PE : 65%，Kirikkale 
産では，E : 0%，PE : 97%，Cappadocia 産では，E : 31%，PE : 62%，Ankara 産
では，E : 1%，PE : 95%であった．Karadiken, Kirikkale 産ではエフェドリンが
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Fig. 13	 Ratio of five constituents of E. equisetina; Ephedrine (E), 















Fig. 14	 Ratio of five constituents of E. major ssp. procera; Ephedrine (E), 
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 麻黄の含有成分において，E. equisetina と E. major ssp. procera の草質茎（乾
燥）は JP16 が規定する総アルカロイド含量 0.7 %を満たしていた．E. 
equisetina は JP16 収載種であり，E. major ssp. procera はトルコで地上茎をリ




	 アルカロイド組成では，産地ごとに特徴が認められた．E. equisetina では新
疆ウイグル自治区，河北省の検体では 5 種類のアルカロイドの総和に対する
エフェドリンの比率が 64%であるのに対して，青海省，甘粛省，内蒙古自治
区，モンゴルでは 7~13％であった．Hong らは，アルカロイド組成によって E. 
sinica, E. intermedia, E. equisetina の 3 種を区別できると報告しているが 18)，
本研究での E. equisetina のエフェドリンの比率は，産地によって異なる結果
となった．Hong らが使用した E. equisetina は，新疆ウイグル自治区で採集し
たもののみであり，エフェドリンの比率が 43%以上であると報告している．
本研究での新疆ウイグル自治区産の E. equisetina のエフェドリン比率は 64%
であり，Hong らの結果と同様の傾向を示した．一方，E. major ssp. procera で
は Kaiseri，Cappadocia の検体では，25~31％であるのに対して，Karadiken, 
Kirikkale, Ankara の検体では 0~1%であった．このように，両分類群は生育地
によって含有するアルカロイドの比率が大きく異なることが明らかになった．
その為，アルカロイドの組成から，両分類群は区別できない事となる．アルカ











供給地を確保することを目指し，E. equisetina と形態が類似する E. major ssp. 
procera の利用を検討した．  
	 麻黄の原植物の一種である E. equisetina は，形態的な多様性が大きいこと
から E. major ssp. procera が E. equisetina の多様性の範囲に含まれることを
予想した．この仮説は，DNA 配列の解析，含有成分の分析結果によって支持
され，分子生物学的，含有成分的に E. major ssp. procera が E. equisetina の多
様性の範囲に含まれること証明した． 
 
１．E. equisetina の多様性 




行った．ITS1 領域の解析結果から，2 つのタイプに分類できた．1 つは E. 
intermedia の配列が重複した雑種と推定される検体，もう 1 つは 808 番目に





２．E. equisetina と E. major ssp. procera の関係性 
	 trn K 遺伝子の解析結果では，E. major ssp. procera の種内に 2 つのジェノ
タイプ（M-1, M-2）が認められた．ジェノタイプ M-1, M-2 は外部形態によっ
て区別されず，ITS1 領域の DNA 配列によっても区別できなかった．すなわ
ち，ジェノタイプ M-1, M-2 は母系が異なっているが，同一種として扱っても
問題ないと考えられる．また，E. equisetina と E. major ssp. procera の間には 
10 塩基または，20-21 塩基の変異が認められるが，ITS1 領域の解析結果では，
 36 
E. equisetina と E. major ssp. procera の違いは 1 塩基であり，E. major ssp. 
procera と E. major ssp. major の違いより小さかった．ITS1 領域の DNA 配
列をもとに  UPGMA 系統樹を構築すると，E. major ssp. procera は  E. 
equisetina の多様性の範囲に含まれている事が明らかになった．形態学的にも
両分類群を区別する明確な違いは認められないことから，E. equisetina と E. 
major ssp. procera は母系は異なっているが，種としては区別されず，シノニム
である可能性が示唆された．その為，E. major ssp. procera を生薬麻黄の原植
物として扱っても問題ないと考えられる． 
 
３．E. major ssp. procera の麻黄としての使用 
	 E. equisetina と E. major ssp. procera のエフェドリン系アルカロイドを分析
した結果，両分類群は JP16 が規定する 0.7 %以上の総アルカロイドを含有し
ていた．また，E. major ssp. procera は産地によって全く異なるアルカロイド





今回明らかにした E. equisetina の ITS1 領域の DNA 配列および，E. major 
ssp. procera の trn K 遺伝子の DNA 配列は種に特異的であったため，Direct 
sequence 法を用いた生薬鑑別に利用可能であった．また，これらの DNA 配
列情報をもとに，ARMS 法などのより簡便な鑑別法への応用が期待される． 
 
	 以上，本研究により E. equisetina 及び近縁植物の種分類と多様性を解明した．
これにより，E. major ssp. procera の多様性は E. equisetina の種内における多様
性に含まれることが明らかになった．すなわち，E. major ssp. procera は E. 
equisetina のシノニムであり，本分類群に由来する生薬も生薬麻黄として利用
できる事を示した．本研究ではトルコ，フランス産の E. major ssp. procera の















・シーケンサー：Applied Biosystems，ABI PRISM 310 Genetic Analyzer 

















DNeasy Plant Mini Kit：QIAGEN  
KOD-Plus-Neo：TOYOBO 
QIA quick PCR Purification Kit：QIAGEN 
BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit：Applied Biosystems  
GelRed：Biotium Inc. 
・アガロース（細菌培地用）：和光純薬工業 












第二章 DNA 解析 
 
	 乾燥した植物標本から地上茎 50-100 mg を取り，液体窒素下で粉砕した．
DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) を用いて，同キットのプロトコールに従い全 
DNA を抽出した．抽出した DNA を鋳型として ITS1 領域及び trnK 遺伝子
の増幅を PCR 法により行った． 
 
	 反応溶液は，10 × PCR buffer for KOD-Plus-Neo 2.5 µL, dNTP 0.2 mM 2.5 µL, 
MgSO4 1.0 mM 1.0 µL, forward primer 0.4 mM 0.5 µL, reverse primer 0.4 mM 0.5 
µL, 全 DNA 100-120 ng, 0.5 units of KOD-Plus DNA polymerase (TOYOBO) 0.5 
µL, H2O で全量 25 µL とした．使用したプライマーおよび PCR プログラム
は以下に示した． 
 
	 3 µL の PCR 産物を 1.5 % のアガロースゲルを用いて電気泳動し，ITS1 領
域及び trnK 遺伝子の増幅を確認した後，QIA quick PCR Purification Kit 
(QIAGEN) を用いて PCR 産物を精製した． 
	 精製した PCR 産物は BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 
Biosystems) を用いて反応を行った．使用したプライマーおよび sequencing プ
ログラムは以下に示した．反応産物を精製し，ABI PRISM 310 Genetic Analyzer 




	 得られた ITS1 領域の DNA 配列を用いて分子系統樹を構築した．UPGMA 
系統樹にはPAUP（Version 4.0β4a, Sinauer Assoc. Inc. U.S.A.）を用いて構築し，















































Cycle sequencing program 
 
Hot start 96°C 2 min 
Number cycles 25 
96°C 10 sec 
50°C 5 sec 




Eph-1F2    
Eph-5.8SR   
Eph-A      
Eph-D      























5′- ACG TCG CGA GAA GTT CAT TG -3′ 
5′- CGG GAT TCT GCA ATT CAC AC -3′ 
5′- GCG GGG ACG TGG ACG GTC TT -3′ 
5′- CCC TTC CCC GTG TAA CAC GC -3′ 
5′- GAA AGG AAA TAG CGC CGG TC -3′ 
ITS1	 PCR program 
 
Hot start 94°C 2 min 
Number cycles 30 
Denaturation 94°C 15 sec 
Annealing 55°C 30 sec 
Extension 68°C 45 sec 
Final extension 68°C 5 min 
 42 
Cycle sequencing program 
 
Hot start 96°C 2 min 
Number cycles 25 
96°C 10 sec 
50°C 5 sec 
60°C 4 min 
trn K 遺伝子 
 
Primer 
trnK 3914F    
trnK In 3R    
trnK In 1F    
trnK In 2F    
trnK In 3F    
trnK In 4F    





















5′- TGG GTT GCT AAC TCA ATG G -3′ 
5′- CTT TAG CAA TCT TAT CGT GTC TTT -3′ 
5′- ATG ACG ATT GAG ATT CTT TC -3′ 
5′- AAT TTT CAA TCA GTC TTT TCT CTA -3′ 
5′- ATT GAT TTT GCT GGG AAC TAC TAT -3′ 
5′- GCA TGG CTT AGT TTT ACC GAC AAT -3′ 
5′- ACG TTT ATT TAT TGC TTC ACT GTA -3′ 
trn K regionA	 PCR program 
 
Hot start 94°C 2 min 
Number cycles 35 
Denaturation 94°C 15 sec 
Annealing 56°C 30 sec 
Extension 68°C 45 sec 
Final extension 68°C 5 min 
trn K region B	 PCR program 
 
Hot start 94°C 2 min 
Number cycles 35 
Denaturation 94°C 15 sec 
Annealing 54°C 30 sec 
Extension 68°C 45 sec 





の含量を測定した．試料調製および HPLC 分析条件は以下に示した． 
 
JP16 定量法との同等性 
以下の定量法は JP16 の定量法と比較して 5%以下の誤差である事を確認し
ている． 
 
植物標本から採取した草質茎を粉砕し，得られた粉末を 105°C で 15 時間乾燥
させた．粉末 100 mg を正確に量りとり移動相を 5.0 mL 加えて室温で 20 分
間放置した．25 分間超音波抽出した後，3000 rpm, 15 分遠心した．上澄み液
を 0.45 µm フィルターで濾過したものを試料溶液とした． 
 
HPLC 測定条件 
カラム：Wakopak Handy ODS column (4.6 mm I.D. 250 mm) 
カラム温度：室温 
流速：1.0 mL / min 
検出波長：210 nm 
移動相：CH3CN / H2O / H3PO4 / SDS-Na（195 mL / 305 mL / 0.8 mL / 2.4 g） 
注入量：10 µL 
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